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外切核酸酶Ⅲ介导的 DNA分子克隆
谢昌传， 梁耀极， 洪丽欣*
(厦门大学生命科学学院，福建 厦门 361005)
摘要 DNA克隆技术，作为最基本的现代分子生物学实验技术之一，已经成为生物医学研究领域
的重要研究手段。传统的分子克隆方法需要经过限制性内切酶酶切和 DNA连接酶连接的步骤，是
否存在合适的酶切位点和 DNA连接酶的效率成为影响克隆的重要限制因素。本文描述了一种由
外切核酸酶Ⅲ介导的，以 3'-5'外切核酸酶活性和细菌细胞内 DNA 修复机制为理论基础的 DNA 分
子克隆方法，称为不依赖连接酶的分子克隆(ligation-independent cloning，LIC) ;证明了该方法的高
效性和可靠性，并进一步对酶的用量、反应温度、反应时间、片段载体比例和量等多个参数进行了优
化，建立了一种快速、简便和高效的 DNA克隆方法。
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Exonuclease Ⅲ-mediated DNA Molecular Cloning
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Abstract As a basic technique of modern molecular biology，molecular cloning has become an important
tool for biomedical research． The traditional method for molecular cloning usually includes two key
processes:restriction digestion and ligation． The success of a traditional cloning depends on suitable
restriction sites and high ligation efficiency to a great degree． In the present study，we have developed a
DNA cloning method mediated by exonucleaseⅢ． Because this method is based on the 3' to 5' exonuclease
activity of exonucleaseⅢ and the intrinsic DNA repair machinery of bacteria，and is independent of DNA
ligase，we designated it as ligation-independent cloning (LIC)． We optimized the reaction parameters
including the quantity of enzyme for each reaction，reaction time，reaction temperature and the ratio of
vector to fragment，and found that this method showed high efficiency and reliability under optimal
condition． We have thus established a rapid，simple and efficient DNA cloning method．
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DNA克隆技术是指将目的 DNA 分子片段插入
到特定的载体 DNA 分子上，形成重组 DNA 分子的
一种技术。自从发明了重组 DNA 技术后［1-4］，DNA
克隆技术就成了生物学研究领域，尤其是分子生物
学领域，不可或缺的工具。传统的克隆方法通过限
制性内切酶酶切 DNA分子和 DNA连接酶连接的步
骤，把克隆片段插入到载体上。该方法耗时，克隆效
率低，且需要有合适的酶切位点。有时候为了克隆
一个基因需要对载体多克隆位点进行繁琐的改造。
为了更方便和有效地克隆 DNA分子，近年来发展出
许多可供选择的新方法，例如:T-A 克隆法(T-A
cloning)［5］、单向质粒融合系统(univector plasmid-
fusion system)［6］、GATEWAY 重组技术 (gateway
recombination)［7，8］、In-Fusion 技术［9-11］、尿嘧啶
DNA 糖 基 化 酶 技 术 (uracil-DNA glycosylase，
UDG)［12-14］、序 列 和 连 接 酶 非 依 赖 克 隆 技 术
(sequence- and ligation-independent cloning，SLIC)［15］
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以及基于 T4 DNA 聚合酶的连接酶非依赖克隆技
术［16-20］。这些方法都能够用于构建 DNA质粒，并且
能获得很高的效率和阳性率，但也均有相应的缺点。
如尿嘧啶 DNA糖基化酶技术能够有效地克隆 DNA
分子，但需要用到限制性内切酶、缺口内切酶 Nt．
BbvCI、尿嘧啶 DNA糖基化酶和 DNA糖基化酶内切
酶Ⅷ等 4 种酶。T4 DNA 聚合酶介导的序列和连接
酶非依赖克隆技术(SLIC)不依赖于特定的序列，操
作弹性度较好，但这种方法要通过单链 DNA退火从
而达到 DNA 体外同源重组的目的，因此，并非严格
意义上的序列非依赖;同时，退火的步骤是在室温下
进行的，这导致了一定几率的错配［21］。另一种利用
体内同源重组的机制来构建重组 DNA 的方法叫做
DNA 组 装 (DNA assembler ) ，在 酿 酒 酵 母
(Saccharomyces cerevisiae)中能够克隆超过 100 kb的
超大片段克隆，但是，在大肠杆菌里面克隆效率很
低［22］。T4 DNA聚合酶介导的 LIC 方法是通过 T4
DNA聚合酶处理在 PCR 产物和线性化载体两端的
同源区产生大约 10 ～ 15 个核苷酸的单链互补序列，
经退火后的产物不经过连接酶连接反应即可用于转
化。该方法要求在 PCR 产物和载体两端的同源序
列中不能有某个特定的核苷酸，以便于在用 T4 DNA
聚合酶产生 10 ～ 15 个核苷酸粘性末端时，在反应体
系中加入该脱氧核苷酸，使反应停止在特定位置，因
此限制了此方法的应用范围。
本文建立并优化了一种由外切核酸酶Ⅲ
(exonuclease Ⅲ，exo Ⅲ)介导的 DNA 分子克隆方
法。它利用 exonuclease Ⅲ的 3'-5'核酸外切酶活性
产生粘性末端，结合细菌细胞内 DNA修复机制从而
达到克隆的目的。该方法只需要克隆片段引物中加
入与线性化载体两端 15 bp 同源的序列，PCR 获得
所需克隆片段并纯化后，与线性化载体一起经
exonuclease Ⅲ处理、退火并转化即可。与传统方法
相比，此方法摆脱了传统克隆中插入片段不能含有
克隆所用酶切位点的限制，具有操作简单、耗时短、
成本低廉、重复率好、克隆效率和阳性率高的特点，
并适用于大片段及多片段克隆，因此适合在分子生
物学实验室推广使用。
1 材料与方法
1. 1 材料
多数试剂分别购自 Sigma 公司、上海生工
(Sangon)生物工程公司和华美(Sino-America)生物
工程有限公司;限制性内切酶、DNA 标准分子质量
Marker、高保真 PyrobestTM DNA聚合酶、dNTP和核酸
外切酶Ⅲ购自大连宝生(TaKaRa)生物工程公司;小
量质粒提取试剂盒为美国 BioSETTIA 公司产品;胶
回收试剂盒为 QIAGEN公司产品;氨苄青霉素购自
Sigma公司。载体 pCDNA6-c-flag 和 pBOBI 由本实
验室保存。引物合成由上海生物工程有限公司完
成，PAGE级，纯度大于 98%。测序由上海生物工程
有限公司完成。引物名称和序列:c-fos-F:5'-
AGAGAATTCGGATCCCAGCGAGCAACTGAGAAG
ACTG-3';c-fos-R:5'-CTTCCATGGCTCGAGCAGG
GCCAGCAGCGTGGGTGA-3';hmTOR-F:5'-GACTC
TAGAGGATCCATGCTTGGAACCGGACCTGC-3';
hmTOR-R:5'-AATTAATTCCTC GAGTTACCAGAA
AGGGCACCAGC-3'。粗体部分的序列是与线性化
载体两端相同的同源序列。
1. 2 氨苄青霉素细菌培养基配制
LB液体培养基:称取 10 g NaCl，10 g 胰蛋白胨
(tryptone) ，5 g酵母提取物(yeast extract) ，溶解于双
蒸水中，用 5 mol /L NaOH调 pH值至 7. 0，加水定容
至 1 L，高压灭菌后，冷却至室温，加入 1 mL(100
mg /mL)氨苄青霉素，混匀，4℃保存。
LB固体培养基:称取 10 g NaCl，10 g 胰蛋白
胨，5 g酵母提取物，溶解于双蒸水中，用 5 mol /L的
NaOH调 pH值至 7. 0，加水定容至 1 L，加入 15 g低
熔点琼脂(agar) ，高压灭菌后，放入 50℃温箱中，使
培养基温度降至 50℃后，加入 1 mL(100 mg /mL)氨
苄青霉素，混匀，倒入平板中，培养基凝固后置于
4℃保存。
1. 3 DH5α感受态细胞制备
挑取保存的 DH5α 菌种，在不含抗生素的 LB
固体培养基平板上划线接菌，37℃培养过夜。随后
挑取单个菌落，于 10 mL LB 液体培养基中，在 37℃
摇床培养过夜;将过夜培养的大肠杆菌接入装有
250 mL LB液体培养基，容量为 2 L 的三角瓶中，放
置于 18℃低温摇床 300 r /min剧烈摇晃培养，至 A600
接近 0. 5 左右。将三角瓶置于冰上冷却菌液 10
min，然后将菌液转移到 50 mL离心管中，以 2 500 g
的速度于 4℃离心 10 min收集细菌细胞。菌体沉淀
用 80 mL 预冷的转化缓冲液［10 mmol /L 哌嗪-N，
N'-双 2-乙磺酸 (PIPES) (pH 6. 7) ，15 mmol /L
701
中国生物化学与分子生物学报 第 32 卷
CaCl2·2H2O，250 mmol /L KCl，55 mmol /L MnCl2·
4H2O］轻柔重悬，在冰上放置 10 min，再一次以 2
500 g的速度于 4℃离心 10 min，菌体再次用预冷的
20 mL 含有 7% 二甲亚砜 (dimethyl sulfoxide，
DMSO)的转化缓冲液轻柔重悬浮。在冰上放置 10
min后，将新鲜制备的大肠杆菌感受态 DH5α 细胞
分装至 1. 5 mL 离心管中，100 μL 每管，并立即浸入
液氮中速冻，保存于 － 80℃。
1. 4 克隆片段和载体制备
1)克隆片段制备:克隆片段小鼠 c-fos基因包含
1 140 bp的编码区和 139 bp 的 5'非编码区总长 1
279 bp，以 pBKS-c-fos质粒为模板，用引物 c-fos-F和
c-fos-R，通过 PCR扩增获得。在 50 μL PCR反应体
系中，加入 5 ng pBKS-c-fos 质粒为模板，1 μL 10
mol /L 引物 c-fos-F，1 μL 10 mol /L 引物 c-fos-R，5
μL 10 × PCR 缓冲液，1 μL 10 mmol /L dNTP和 1 μL
PyrobestTMDNA 聚合酶，用双蒸水补至体积 50 μL。
按如下条件扩增:95℃ 预变性 5 min;95℃ 20 s，
62℃ 30 s，72℃ 3 min，2 个循环;95℃ 20 s，68℃
30 s，72℃ 3 min，23 个循环;72℃延伸 5 min。人源
mTOR 克隆片段长 7 650 bp，用引物 hmTOR-F 及
hmTOR-R，以 pcDNA6-hmTOR为模板，扩增得到，具
体方法与获得 c-fos 片段相似，仅仅把每个 PCR 循
环的 72℃延伸时间改为 15 min 30 s。得到的 PCR
产物经过琼脂糖电泳后，按照使用说明，用 QIAGEN
胶回收试剂盒回收，然后用 NanoDrop测定浓度。
2)载体制备:在 50 μL 反应体系中，加入 2 μg
pcDNA6-c-flag或者 pBOBI 载体，5 μL 10 × K 缓冲
液，1 μL BamH I，1 μL Xho I，用双蒸水补至体积 50
μL，置于 37℃水浴锅中反应 3 h 后，经琼脂糖电泳，
用 QIAGEN胶回收试剂盒回收，然后用 NanoDrop 测
定浓度。
1. 5 Exonuclease Ⅲ介导的 DNA克隆步骤
在 10 μL 反应体系中，加入 50 ng 克隆片段
DNA，25 ng载体，1 μL 10 × exonuclease Ⅲ 缓冲液，
用双蒸水补至 9 μL，混匀，放置在冰上 5 min，加入 1
μL exonuclease Ⅲ(20 U /L) ，用移液枪吹吸混匀，继
续冰浴或者放置于 4℃反应 60 min，加入 1 μL 0. 5
mol /L EDTA(pH 8. 0)以终止反应，用移液枪吹吸混
匀，置于 60℃ 水浴 5 min，然后置于冰上 5 min，3
000 r /min离心 1 min，取 2 μL 反应产物转化 DH5α
感受态细胞，转化的具体操作步骤如下:
从 － 80℃超低温冰箱中取出感受态细胞，于冰
上化冻后，将 2 μL反应产物与 100 μL 感受态细胞
混合均匀，冰上放置 30 min，随后于 42℃水浴中热
激 45 s，迅速放回冰上 2 min，之后将混合物先加入
1 mL不含抗生素的 LB培养液于 37℃下摇晃培养 1
h，然后离心收集细胞，重悬于 100 μL LB后再涂板。
涂布后 LB 平板倒置于 37℃培养箱中培养 14 ～ 18
h，便可挑取单克隆菌落摇菌，进行小规模质粒 DNA
提取和酶切分析。
1. 6 克隆鉴定
从平板上挑取数个单克隆菌落，于 2 mL含有氨
苄青霉素的 LB培养液中，37℃摇床培养 16 ～ 18 h，
将培养物转移至 1. 5 mL 离心管，8 000 r /min离心 2
min，弃上清，收集菌体，按照小量提取试剂盒的说
明，用 BioSETTIA公司的小量质粒提取试剂盒提取
质粒，然后用核酸酶切鉴定是否有克隆片段插入，然
后挑选两个克隆进行测序鉴定。
2 结果
2. 1 Exonuclease Ⅲ能有效应用于 DNA分子克隆
据文献报道，具有 3'-5' 核酸外切酶活性的 T4
DNA聚合酶能够应用于不依赖 DNA连接酶的 DNA
分子克隆［16-20］，但有序列依赖性，限制了其应用范
围。Exonuclease Ⅲ隶属于外切核酸酶家族，它对双
链 DNA具有高度特异性，能降解平滑末端、3'凹陷
末端及有缺口的 DNA，但不能降解 3'突出末端。理
论上，exonuclease Ⅲ具有介导 LIC DNA 克隆的潜
力，其原理和流程如 Fig． 1 所示。
通过利用 exonuclease Ⅲ将一段长约 1. 3 kb 的
DNA片段(小鼠 c-fos基因) ，从 pBKS载体亚克隆到
长度约为 5. 1 kb 的 pcDNA6-c-flag 载体上的实验，
验证了 exonuclease Ⅲ可应用于 LIC，并初步探索了
反应条件及对酶用量进行了初步优化。具体方法如
下:分别设计与 pcDNA6-c-flag 上 BamH I 及其左侧
和 Xho I及其右侧具有 15 bp 同源序列的正反向引
物 c-fos-F和 c-fos-R，用 PCR 的方法，从质粒 PBKS-
c-fos上扩增得到长约 1. 3 kb 的 PCR 克隆片段并进
行琼脂糖电泳进行胶回收纯化。同时，用限制性内
切酶 BamH I和 Xho I对载体 pcDNA6-c-flag 进行双
酶切并进行琼脂糖电泳和胶回收以获得克隆载体。
然后，在 10 μL反应体系内加入 100 ng c-fos 克隆片
段或者对照溶剂作为对照组、100 ng 线性化载体
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Fig． 1 Schematic diagram of exonuclease Ⅲ-mediated DNA cloning
pcDNA6-c-flag、1 μL 10 × exonuclease Ⅲ缓冲液，用
Fig． 2 ExonucleaseⅢ-mediated DNA cloning (A)Effects of enzyme dose on Exonuclease III-mediated DNA cloning． In 10 μL
reaction system，added 100 ng insert or blank solvent，100 ng vector and 1 μL 10 × exonucleaseⅢ buffer，and then treated with different
concentration dose of ExonucleaseⅢ(5 U，10 U，20 U，40 U or 80 U)for 1 min，at 25℃． Reactions were stopped by adding 1 μL 0. 5
mol /L EDTA (pH 8. 0) ，incubated at 60 ℃ for 5 min，and then on ice for 5 min． Took 2 μL reaction mixture to do transformation． The
plates were cultured at 37 ℃ incubator for 18 hours． The numbers of colonies were examined． Values are the mean ± SD of three
determinations from separate experiments． CFU:colony forming units． (B)Sequencing results of cloning site sequence
双蒸水补至体积为 9 μL，混匀后，每个反应体系中
分别加入 5 U、10 U、20 U、40 U、80 U的 exonuclease
Ⅲ，迅速混匀，置于室温下(25℃)反应 1 min，然后
加入 1 μL 0. 5 mol /L EDTA(pH 8. 0)终止反应，用
移液枪吹吸混匀，置于 60 ℃ 水浴 5 min，随后置于
冰上 5 min，3 000 r /min离心 1 min，取 2 μL反应产
物转化 DH5 感受态细胞，涂板，于 37℃恒温箱培养
18 h，对平板进行克隆计数。如 Fig． 2A 所示，没有
加入克隆片段的空载体对照组几乎没有克隆，加入
901
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5 U、10 U、20 U、40 U、80 U的 exonuclease Ⅲ的平板
上分别获得 10、120、2 559、95 和 5 个克隆。这说明
Exonuclease Ⅲ能够有效地介导 LIC，并且在以 20 U
时效率最高。挑取 10 个菌落，用含氨苄青霉素的
LB液体培养基于 37℃摇床培养 8 h 后，用 DNA 小
量提取试剂盒提取质粒，然后用 BamH I和 Xho I 酶
切以及进行琼脂糖电泳，进而鉴定是否有克隆片段
插入，经鉴定克隆的阳性率为 100%(数据未显示)。
随机挑取两个克隆进行测序，结果如 Fig． 2B 所示，
黑色下划线所示的是引物序列，红色方框内的序列
是载体上序列，由图可见，克隆片段插入载体后没有
发生移码。这表明，exonuclease Ⅲ能够高效准确地
介导 LIC。
2. 2 Exonuclease Ⅲ处理时间对其介导的 DNA 分
子克隆效率影响
室温条件下，用 20 U exonuclease Ⅲ处理能够得
到很高的克隆效率，但是反应时间只有 1 min，当有
多个克隆要同时进行时，反应时间不易控制。进而
找到一个时间窗口较大，而且不影响克隆效率的稳
定条件，有利于提高 exonuclease Ⅲ介导的 LIC 方法
的重复性和易操作性。众所周知，酶的活性会随着
温度的降低而降低，因此可以通过降低 exonuclease
III处理温度来延长反应所需时间。同时为了证明，
exonuclease Ⅲ介导的 LIC 不具有序列特异性，并能
够应用于大片段 DNA 的克隆，我们用 exonuclease
Ⅲ介导的 LIC方法，在冰上(或 4℃)反应不同的时
间，把长度为 7 650 bp 的人源 mTOR 克隆到长度为
8 488 bp的慢病毒载体 pBOBI 上。首先，用 PCR的
方法，通过引物 hmTOR-F 和 hmTOR-R，以 pcDNA6-
hmTOR为模板扩增获得 mTOR 插入片段;同时，载
体 pBOBI用限制性内切酶 BamH I和 Xho I双酶切;
片段和载体都经过胶回收以去除环状质粒对实验的
影响。然后，在 10 μL 反应体系内加入 100 ng
hmTOR克隆片段或者相应溶剂水作为对照组、100
ng线性化载体 pBOBI、1 μL 10 × exonuclease Ⅲ缓冲
液，用双蒸水补至体积为 9 μL，混匀后，置于冰上，
每个反应体系中分别加入 20U的 exonuclease Ⅲ，在
冰上吹吸混匀，继续置于冰上分别反应 5 min、15
min、30 min、60 min、120 min、240 min和 480 min后，
加入 1 μL 0. 5 mol /L EDTA(pH 8. 0)终止反应，在
冰上用移液枪吹吸混匀，置 60℃ 水浴 5 min，随后置
冰上 5 min，3 000 r /min离心 1 min，取 2 μL反应产
物转化 DH5α 感受态细胞，涂板，于 37℃恒温箱培
养 18 h，对平板进行克隆计数。如 Fig． 3 所示，开始
随着反应时间的增加，平板上生长的克隆数也随之
增加，在反应时间为 60 min 时，克隆数目达到最大。
然后，随着时间继续增加，克隆数逐渐减少。即在冰
上加入 20 U exonuclease Ⅲ反应 60 min 能够得到最
大的克隆数目，同时也证明了，exonuclease Ⅲ介导
的 LIC不具有序列依赖性，并且可以有效地介导大
片段的 DNA克隆。
Fig． 3 Effects of enzyme treatment time on exonuclease
Ⅲ-mediated DNA cloning In 10 μL reaction system，
added 100 ng insert，100 ng vector and 1 μL 10 ×
exonuclease Ⅲ buffer，then treated with 20 U exonuclease
Ⅲ for different time dose (5 min，15 min，30 min，60 min，
120 min，240 min and 480 min) ，on ice． Reactions were
stopped by adding 1 μL 0. 5 mol /L EDTA (pH 8. 0) ，then
incubated at 60℃ for 5 min，following on ice for 5 min．
Took 2 μL reaction mixture to do transformation． The plates
were cultured at 37 ℃ incubator for 18 hours． The numbers
of colonies were examined． Values are the mean ± SD of
three determinations from separate experiments
2. 3 DNA的量对 exonuclease Ⅲ介导的 DNA分子
克隆效率影响
除了上述酶的用量、反应时间、反应温度等参数
外，插入片段和载体的用量也可能影响本实验方法
的反应效率。为了探讨这个问题，仍然以上述将长
度为 7 650 bp的人源 mTOR克隆到长度为 8 488 bp
慢病毒载体 pBOBI上为例，在冰上，10 μL反应体系
中，加入 20 U exonuclease Ⅲ，1 μL 10 × exonuclease
Ⅲ缓冲液，片段和载体按照 1∶ 1的比例混合，每个反
应体系中分别加入 25 ng、50 ng、100 ng和 200 ng片
段载体混合物，于冰上反应 60 min，进行 LIC实验并
对平板进行克隆计数。结果如 Fig． 4 所示，克隆数
先随着 DNA 量的增加而上升，达到最高点后随着
DNA量的继续增加而下降。由图可见，在其他条件
固定的情况下，反应体系中 DNA的量会影响克隆效
率，当 DNA的量在 50 ～ 100 ng 之间时克隆效率达
到最大。
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Fig． 4 Effects of the amount of DNA on exonuclease Ⅲ-
mediated DNA cloning In 10 μL reaction system，added
20U exonuclease Ⅲ，1 μL 10 × exonuclease Ⅲ buffer and
different dose of insert-vector mixture (25 ng，50 ng，100 ng
and 200 ng) ，the ratio of insert to vector is 1∶ 1． The reaction
mixtures were incubated on ice for 60 min． Reactions were
stopped by adding 1 μL 0. 5 mol /L EDTA (pH 8. 0) ，then
incubated at 60 ℃ for 5 min，following on ice for 5 min． Took
2 μL reaction mixture to do transformation． The plates were
cultured at 37 ℃ incubator for 18 hours． The numbers of
colonies were examined． Values are the mean ± SD of three
determinations from separate experiments
2. 4 克隆片段与载体的比例对 Exonuclease Ⅲ介
导的 DNA分子克隆效率影响
在用传统的限制性内切酶酶切方法进行 DNA
分子克隆时，克隆片段与载体间的比例是影响克隆
效率 的 一 个 重 要 因 素。下 述 实 验，验 证 了
exonuclease Ⅲ介导的 LIC是否也会受之影响。仍然
以把长度为 7 650 bp的人源 mTOR克隆到长度为 8
488 bp的慢病毒载体 pBOBI 上为例，在冰上，10 μL
反应体系中，加入 20 U exonuclease Ⅲ，1 μL 10 ×
exonuclease Ⅲ缓冲液，加入总量为 75 ng 的片段和
载体，片段和载体的比例分别为 1∶ 1和 2∶ 1，进行上
述 LIC实验并对平板进行克隆计数，如 Fig． 5 所示。
由图可见，片段和载体比例为 2∶ 1时，较 1∶ 1时，克隆
效率要高．
3 讨论
本文验证了 exonuclease Ⅲ介导的 LIC 方法可
以高效用于 DNA分子克隆，并通过一系列实验条件
优化，建立了总 DNA用量在 50 ～ 100 ng 之间，片段
和载体比例为 2 ∶ 1，使用 20 U exonuclease Ⅲ，冰浴
(或 4℃)反 应 60 min 的 最 优 反 应 条 件 下，
exonuclease Ⅲ介导的 LIC方法。此方法无需选择特
异性的酶切位点，这为 DNA片段插入位点的选择提
Fig． 5 Effects of the ratio of insert and vector on
exonuclease Ⅲ-mediated DNA cloning In 10 μL
reaction system，added 20 U exonuclease Ⅲ，1 μL 10 ×
exonuclease Ⅲ buffer and 75 ng insert-vector mixture but
different ratio of insert to vector (1 ∶ 1 and 2 ∶ 1)． The
reaction mixtures were incubated on ice for 60 min．
Reactions were stopped by adding 1 μL 0. 5 mol /L EDTA
(pH 8. 0) ，then incubated at 60 ℃ for 5 min，following
on ice for 5 min． Took 2 μL reaction mixture to do
transformation． The plates were cultured at 37 ℃
incubator for 18 hours． The number of colonies was
examined． Values are the mean ± SD of three
determinations from separate experiments
供了极大的灵活性。同时避免了用传统的需要限制
性内切酶酶切和 DNA连接酶连接的 DNA克隆方法
的一些缺点，例如:在载体上找不到合适的克隆位
点;有些限制性内切酶具有星号活性，酶切时间太长
会破坏酶切后 DNA分子两端的粘性末端，导致连接
效率极大地降低。此外，制备载体时，不需要用碱性
磷酸酶处理，去除 5'端磷酸根基团降低克隆背景。
Exonuclease Ⅲ介导的 LIC 简单易行，并适用于构建
大分子量的质粒，本文中构建的 pBOBI-hmTOR 质
粒长约 16 kb。如果用传统的方法构建这个长度的
质粒效率是极低的。另外，该方法获得的克隆的稳
定性及转化后菌种的保存方面，和传统分子克隆方
法获得的克隆相似，无需要特别注意的事项。
值得注意的是，首先本文中使用 exonuclease Ⅲ
介导的 LIC方法时，需要在 PCR引物的 5'端加上 15
nt的克隆载体同源序列(与载体上插入位点两侧序
列相同)。由于该方法克隆效率已经很高，远超过
一般克隆的需求，因此本文没有对这段同源序列的
长度进行优化，但是有文献报道最短需要 10 nt［20］。
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其次，本方法依赖于 exonuclease Ⅲ的 3'-5'核酸外切
酶活性［23］，因此它无法酶切带有 3'突出末端的
DNA。当 DNA 分子的 3'突出大于 4 个碱基时，
exonuclease Ⅲ完全无法酶切，但有文献报道，用 Taq
DNA聚合酶 PCR得到的带有 1 个 3'突出 A 的产物
能够被 exonuclease Ⅲ酶切［24］。基于此原因，在制
备载体时只能选择产生平末端或者 5'粘性末端的
限制性内切酶。再次，在制备克隆片段时，是通过
PCR扩增的方法，需要用到 DNA 聚合酶，为了减少
突变，尽可能选用高保真 DNA 聚合酶;PCR 产物可
以不经过胶回收，如果是以质粒为模板，可以用 Dpn
I把 PCR产物中的质粒模板降解除去，然后反应产
物可以直接应用于后续步骤中。在制备载体时，为
了降低克隆背景，尽可能选用双酶切，酶切过夜，载
体也可不用胶回收，而直接用于后续步骤中。最后，
此方法可以用于多个片段拼接的克隆，在本实验室
能够成功获得 5 个片段拼接的克隆，这对于构建融
合基因质粒很有优势。
综上所述，exonuclease Ⅲ介导的 LIC 是一种高
效的 DNA分子克隆方法，并具有以下优势:1)该酶
只需要片段扩增引物与载体具有一定的重复序列，
但对重复序列并没有特异性的序列要求;2)由于扩
增片段不需要进行酶切，因此不受片段内是否含有
载体切割所需限制性内切酶位点所限;3)定向克
隆，即使是平端酶切载体也无需鉴定片段的插入方
向;4)可以良好地应用于大片段及多片段克隆;5)
获得 PCR产物后不需要进行限制性内切酶切割也
不需要进行连接酶连接，节省了时间和经费成本。
该方法在分子生物学研究领域有广泛的应用前景。
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